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1 . L' office designe est avise de son election qui a ete faite: 

| X| dans la demande d'examen preliminaire international presentee a ('administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

09 d6cembre 1999 (09.12.99) 



| | dans une declaration visant une election ulterieure deposes aupres du Bureau international le: 



2. (.'election 



fx] a ete faite 

| | n*a pas ete faite 



avant 1'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 t44duPCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BJ III 


POUR SUITE vo * r * a noKfi 0 ^' 0 " de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/IS A/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Oemande internationaie n° 

PCT/ IB 99/ 00862 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

12/05/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

14/05/1998 


Deposant 

SEPHRA S.A.R.L. et al. 



Le present rapport de recherche internationaie, etabli par ('administration chargee de la recherche internationaie, est transmis au 
deposant conformement a F article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 



feuilles. 



Ce rapport de recherche internationaie comprend 4 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationaie a ete effectuee sur la base de la demande internationaie dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

[ | la recherche internationaie a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationaie remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationaie (le cas echeant), 
la recherche internationaie a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

| [ contenu dans la demande internationaie, sous forme ecrite. 

| | deposee avec la demande internationaie, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

[ | remis ulterieurement a Tadministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

[ | La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete foumte. 

| | La declaration, selon laquelle les informations en registries sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



| [ II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
[X] II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 

En ce qui concerne le titre, 

| | le texte est approuve tel quit a ete remis par le deposant. 

I X I Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur su'rvante: 

COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES ET/OU COSMETIQUES CONTENANT DE L'EAU DE MER 



En ce qui concerne Tabrege, 

le texte est approuve tel quit a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par Tadministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date o"expedition du present rapport 
de recherche internationaie. 

La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° J 



suggeree par le deposant. P] Aucune des figures 
™ n'est a publier. 

I A I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuiDe) (juiOet 1998) 





Demands Internationale n° 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


PCT/IB 99/00862 



Cadre I Observations - lorsqu'D a 6t£ estim6 que certalnes revendlcations ne pouvalent pas falre Fobjet d'une recherch » 
(suite du point 1 de la premiere feullle) 



Corrfofm^ment a ParOcte 1 12)a), certalnes revendlcations n'ont pas felt I'objet cfune recherche pour les mollis suivants: 

1. Les revendlcations n 06 

1 — 1 se rapportent a un objet a regard duquel radmlntetratJon n'est pas tenue de proce^der a la recherche, a savolr 



2. I I Les revendlcations n°* 

— se rapportBrrt a des parties de la demande Internationale qui ne rempDssent pas sufflsamment les conditions prescrttBS pour 
qu*une recherche significative pulsse etre effectuee, en partjcullen 



3 I I Les revendlcations n^^ 

— sont des revendlcations dependantes et ne sortt pas refugees axrforrne'rnent aux dispositions de la deuxleme et de la 
trotsleme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'H y a absence d'unlt£ de I'lnventlon (suite du point 2 de la premiere feullle) 



^administration chargee de la recherche Internationale a trouve" plusJeurs Inventions dans la demands Internationale, a savoln 

1. Revendlcations 1-19 

2. Revendl cation 20 

3. Revendl cation 21 



1 . IT] Comma toutes les taxes adcfitionnelles ont 6t6 payees dans les d&ais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 — 1 Internationale porte sur toutes les revendlcations pouvant falre Pobjet d'une recherche. 

2. EH Comme toutes les rectwches portant sur les revendlcations qui s"y pretalent ont pu etre effectuees sans effort particufler 

Justtflant une taxe addltionnelle, r administration n'a sollldte* le palement d'aucune taxe de cetts nature. 



3. I I Comme une parte seulement des taxes adcfltionnelles demandees a et$ payee dans les delate par le de"posant, le present 
' — » rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendlcaflons pour lesqueDes les taxes ont 6t£ payees, a savdr 
les revendlcations n 06 



4. I Aucune taxe addrtionneJIe demandee n'a M payee dans les delate par le ddposant En consequence, te present rapport 
1 — 1 de recherche Internationale ne ports que sur Plnvention mentionnee en premier lieu dans les revendlcations; eOe est 
couverte par les revendteations n °* 



Remarque quant a la reserve [ [ Les taxes addltionneDes 6 talent accompagnees cfune reserve de la part du ddposar L 

jYJ Le palement des taxes addtionneDes rfetart assorti cf aucune reserve. 



Rxmiialm PCT/ISA/210 teuftB de la oremlere feullle Htt (Jiiltet 1998) 



Demand© tntamationale No 

PCT/IB 99/00862 



A. OASSEMEHT DE L'OBJET DE LA DEMAND E t 

CIB 6 A61K7/48 A61K35/08 



Selon to ctasaflteation ttemationale des brevets (CIB) ou a to fob seton la dassfflcaflon rationale et la CtB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation mtntmale consuftee (aysteme de daaafflcation suM des symboles de ctassement) 

CIB 6 A61K 



Documentation consuSee autre que to documentation mtnlmaJe dans to mesure ou ces documents relevent des domalnes sur lesqueb a porta to recherche 



Base de donndes 61ectronlque oonsuttee au coure de to recherche htemaflonaJe (nom de to base de donnees, et si reaJsable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Catdgode" 


Identification des documents cMs, avec, le cas echdant, flndlcatlon des passages pertlnenta 


no. des reverxflcations vtsees 


X 


CH 500 711 A (BOUCLET) 
31 decembre 1970 (1970-12-31) 
page 4, Hgne 20 -page 5, Hgne 22; 
revendlcatlons 1-4 


1-5,7-17 


X 


STN, Serveur de Bases de Donnees, 

Karlsruhe, DE, Flchler Chemical Abstracts, 

Vol 130, AN= 242149 

resume 

XP002117253 

& JP 11 060468 A (KANEB0) 


1-17 


A 


FR 1 248 181 A (MARCARIAN) 
1 mars 1961 (1961-03-01) 
le document en entler 

-/- 


1-19 



j y| Voir to suttedu cadre C pour to flnde to fete des documents 



Lea documents de families de brevets sort tndques en annexe 



° Categories apedatee de documents cites: 

•A' document ddftnbsant retat general de to technique, non 
consJddrd comma paitlcuflerement pertinent 

"E" document anterteur, mate pubte a to date de depot htematfonaJ 
ou apres cette date 

V document pouvant Jeter un doute sur une revendteation de 
priortte ou cftd pour determiner to date de publication (Tune 
autre citation ou pour une raJson spectole (tele oykxllquee) 

•O* document se rate rant a une divulgation orate, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P° document pubQe avant to date de depot kitemational, mate 
postdrieurernent a to date de priortte revencflquee 



T" document uttrleur pubft apres to date de depot International ou to 
date de priortd et rfappartenenant pas a retat de to 
technique pertinent mala cfte pour oomprendre le prtncfce 
ou to theorto constttuant to base de rinvention 

"X" document partlttjflerement pertinent; fhven Hon revendlquee ne peut 
etre oonslderee comme nouvelte ou comme tapflquant une actMte 
hventive par rapport au document consfctere* teolement 

*Y" document particuflerernent pertinent; rhven Qon revendlquee 
ne peut etre corcJderee comme tmpflquant une actMte' hventive 
brsque to document est assocfe* a un ou plusleurs autres 
documents de memo nature, cette combtnabon etant evkJente 
pour une pereorme du metier 

document qui fal partte de ta merne famfSe de brevets 



Date a toqueOe la recherche Wemationate a 6t6 etTecttvement achevee 

11 avr1l 2000 


Date tf expedition du present rapport de recherche ttemationale 

2 5. a 00 


Nom et ecfresse postale de radrrtntetraflon chargee de to recherche Internationale 
Omoe European des Brevets, P.R 5818 Patentiaan2 
NL-2280HVRQswfk 
Tel (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ri 
Fax (431-70) 340-3016 


FoncOonnafra autorted 

Fischer, J. P. 



foavUttm PCT/tSA/210 (dtuxttm* tauD*) (M>«t 18Q2) 



• 




Oemande Internationale No 

PCT/IB 99/00862 


DOCUMENTS CONStDERES COHME PERTINENTS 




Idonttffcgtion doe documents cftie, evec,te cat ochoant, rimficattonde* pattaqw poctinento 


no. des revernflcaflona vtees 


A 


FR 2 590 273 A (BREVIER) 

CC lUa I IjO/ V 170/ Ley 

le document en entler 




1-19 


A 


FR 2 590 270 A (BREVIER) 
22 ma1 1987 ( 1987-05-22) 

le document en entler 




1-19 


X 


FR 2 741 535 A (SUN TRADING) 
30 ma1 1997 (1997-05-30) 

page a 




20 


X 


FR 2 142 589 A (S0CIETE D' ETUDE DE 
TECHNIQUES MEDICALES SETEHED) 

c Tcvrier uif/j ut vc) 
le document en entler 




on 
cv 


X,P 


EP 0 908 184 A (P.N.GER0LYMAT0S) 

'\A at/Ml 1000 f 1000-04-14^ 

le document en entler 




20 


X 


FR 2 242 971 A (ELECTONIC) 
4 avrll 1975 (1975-04-04) 

It? UULUUlClIU CJ1 Cut 1 CI 




20 


v 

X 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN . 
vol. 010, no. 120 (C-343) 

ft ID AO 9A£Q£0 A fAlTUnMOTO YY\ 

abrege 




90 


X 


FR 2 740 339 A (L'OREAL) 
ou avn 1 ivy/ vi«/ u**-ou; 
le document en entler 




21 


X 


FR 2 711 990 A (EXSYM0L) 
id. mai lyyo vi«s> u*> "J 
le document en entler 




21 


X 


W0 97 05862 A (SIGHA-TAU) 
20 fevrler 1997 (1997-02-20) 
le document en entler 




21 


X 


DE 43 41 000 A (BEIERSD0RF) 
8 Ju1n 1995 (1995-06-08) 
le document en entler 




21 



FotmUtfr* PCX/iaA/210 (oUt» d* to otuxlfcm MM) (M* 1002) 



Rensojgnemente retattf* ma membrMdo families d« brevste 



PCT/IB 99/00862 



Document brevet cftd 


Datsde 


Membre(s) de la 


Datede 


au rapport de recherche 


publication 


female 


de brevets) 


publication 


CH 500711 A 


31-12-1970 


FR 


5576 M 








BE 


693094 A 


nQ_/l7_1 Q£7 






DE 


1617340 A 


oc_n"j_i o7i 






GB 


1113318 A 








IT 


954012 B 








LU 


52903 A 


30-03-1967 






NL 


6702168 A 


15-08-1967 



CD 19AQ1Q1 


A 

A 


ui-uo-iyoi 


AiiniM 
. AUUUN 




A 
n 






FR 2590270 


A 


22-05-1987 


AUCUN 


FR 2741535 


A 


30-05-1997 


AUCUN 


FR 2142589 


A 


02-02-1973 


AUCUN 


EP 908184 


A 


14-04-1999 


FR 2769503 A 16-04-1999 


FR 2242971 


A 


04-04-1975 


AUCUN 


JP 60246360 


A 


06-12-1985 


AUCUN 



FR 2740339 


A 


30-04- 


-1997 


CA 


2222303 A 


01-05-1997 










EP 


0859591 A 


26-08-1998 










WO 


9715280 A 


01-05-1997 










JP 


10511404 T 


04-11-1998 










NO 


976142 A 


03-06-1998 


FR 2711990 


A 


12-05- 


-1995 


BR 


9407971 A 


03-12-1996 










CA 


2174526 A 


11-05-1995 










CN 


1136808 A 


27-11-1996 










CZ 


9601155 A 


11-12-1996 










EP 


0726895 A 


21-08-1996 










WO 


9512581 A 


11-05-1995 










HU 


74387 A 


30-12-1996 










JP 


9504540 T 


06-05-1997 


W0 9705862 


A 


20-02- 


-1997 


IT 


RM950545 A 


03-02-1997 










AU 


713207 B 


25-11-1999 










AU 


6469196 A 


05-03-1997 










BR 


9610106 A 


23-02-1999 










CA 


2228281 A 


20-02-1997 










CN 


1193911 A 


23-09-1998 










EP 


0844875 A 


03-06-1998 










JP 


11510182 T 


07-09-1999 



DE 4341000 A 08-06-1995 W0 9515147 A 08-06-1995 

EP 0731686 A 18-09-1996 
JP 9505822 T 10-06-1997 



Fomxlffrt PCT/lSA/210 (emtx* tarnlM d* brwtfs) Quf]«t 1082) 



communication relative aux resultats de la 

RECHERCHE INTERNATIONALE PARTIELLE 



Demande Internationale No 

PCT/IB 99/00862 



1 .La presente communication est une annexe & Finvitation & payer des taxes additionelles (formulaire PCT/ISA/206). 
Elle donne les resultats de la recherche international effective pour les parties de la demande international qui ont 
trait & ('invention mentionn^e en premierlieu dans les revendications nos : 
1-19 

2.Cette communication n'est pas le rapport de recherche international qui sera 6tabii conformement a Particle 18 et k la 
r&jle 43. 

3.Si le cteposant ne paie pas de taxes additionnelles, les renseignements figurant dans la presente communication seront 
consideres comme 6tant le resultat de la recherche intemationale et figureront tels quels dans le rapport de recherche 
intemationale. 

4.Si le dSposant paie des taxes additionnelles, le rapport de recherche intemationale contiendra k la fois les renseigne- 
ments figurant dans la presente communication etles resultats de la recherche intemationale relative aux autres parties 
de la demande intemationale pour lesquelles ces taxes aurontete acquittees. 

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * Identification des documents cites, avec, le cas echeant. Pindicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



CH 500 711 A (BOUCLET) 
31 decembre 1970 (1970-12-31) 
page 4, ligne 20 -page 5, ligne 22; 
revendications 1-4 

STN, Serveur de Bases de Donnees, 

Karlsruhe, DE, Fichier Chemical Abstracts, 

Vol 130, AN= 242149 

resume 

XP002117253 

& JP 11 060468 A (KANEBO) 

FR 1 248 181 A (MARCARIAN) 
1 mars 1961 (1961-03-01) 
le document en entier 

FR 2 590 273 A (BREVIER) 
22 mai 1987 (1987-05-22) 
revendications 1,2 

FR 2 590 270 A (BREVIER) 
22 mai 1987 (1987-05-22) 
revendications 1-5 



1-5,7-17 



1-17 



1-19 



1-19 



1-19 



□ 



Voir la suite du cadre C pour la finde la lisle des documents 



[X [ Les documents de families de brevets son! indiquesen annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

*A' document definissant I'elat general de latechnique, non 
consider^ comme particulierement pertinent 

'E' document anterieur, mars publie a la date dedepdt international 
ou apres cette date 

*L* document pouvant jeter un doute sur une revendcalbn de 
priorite ou ctle pour determiner la date de publication dune 
autre citation ou pour une raison spetiale (telle qu'indiquee) 

'O* document se referant a une divulgation orate, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

'P' document publie avant la date de depotintemaitonal. mais 
posterieurement a ta date de priorite revendiquee 



'V document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base deflnvention 

*X" document pariiculieremen! pertinent; f invention revendiquee ne peul 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere tsotement 

'Y* document particulierement pertinent; r invention revendiquee 
ne peut etre consideree comme impfiquant une act/vile inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

*&* document qui fait partie de la meme (amillede brevets 



Formutaire PCT/ISA/206 (Annex, premiere feuile) (juilet 1992) 



1/ 



D 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 



4k 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION RE^ORT**^ ^ 

(PCT Article 36 and Rule 70) \ 



Applicant's or agent's file reference 
BJ III 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION p^i,,,^ Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/IB99/00862 


12 May 1999(12.05.99) 


14 May 1998(14.05.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and LPC 




A61K 7/48, 35/08 






Applicant 


SEPHRA S.A.R.L. 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
I [X] Basis of the report 
n Q Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 



III 
IV 
V 

VI □ 

VII □ 
VIII 



Reasoned statement under Article .35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

09 December 1999 (09.12.99) 


Date of completion of this report 

10 October 2000 (10.10.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (January 1994) 









International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/IB99/00862 


I. Basis of the report 


1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 


|^[ the international application as originally filed. 






the description, 


Daces 1-1? 
paces 


, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 






paces 


, filed with the letter of 




[S^l the claims, 


paees 

TSJnc 1-21 


, as originally filed, 






Nos. 


, as amended under Article 19, 




Nos. 


, filed with the demand, 






Nos. 


, filed with the letter of 






Nos. 


, filed with the letter of 




the drawings, 


sheets/fie 1/1 

sheets/fie 

sheets/fie 


, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 








, filed with the letter of 




2. The amendments have resulted in the cancellation of: 






1 I the description, 


pages 






1 1 the claims, 


Nos. 






1 I the drawings, 


sheets/fift 






1 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
1 — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 


4. Additional observations, if necessary: 







Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 





International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/IB99/00862 


III. Non-establishment of opinion with regard to n velty, inventive step and industrial applicability 


The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 


| | the entire international application. 




claims Nos. 20.21 




because: 




rrn the said international application, or the said claims Nos. m , 20,21 1 — i 

LAI relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 


I^" 3 ! the d*»5Tip firin rlnSm* nr drawings (indicate particular elements below) Or said claims NOS. 20.21 
LAI are so unclear that no meaningfufopinion could be formed (specify): 


SEE SEPARATE SHEET 




• — | the claims, or said claims Nos. 

| | by the description that no meaningful opinion could be formed. 


are so inadeauatelv suDDorted 


| | nn international search report has been established for said claims Nos. 





Form PCT/TPEA/409 (Box III) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/IB 99/00862 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: III. 

1. The use, as claimed in Claims 20 and 21, relates to 
the inhibition of mast cell activation or basophil 
degranulation. The International Preliminary 
Examining Authority considers that such inhibition 
automatically implies a therapeutic effect and it 
follows that a purely cosmetic use, which 
constitutes an alternative in said claims, is 
impossible. The International Preliminary 
Examining Authority does not deny that the claimed 
treatment includes some cosmetic aspects, but said 
cosmetic aspects appear to be inseparable from the 
therapeutic effects. Consequently, a treatment 
which is purely cosmetic does not appear to be 
possible in the present case. The requirements of 
PCT Article 6 are therefore not fulfilled. Insofar 
as they relate to a cosmetic use, Claims 20 and 21 
have not been examined. 

2. With respect to the therapeutic use, the following 
should be noted: there are no uniform criteria in 
the PCT for determining whether Claims 20 and 21 
are industrially applicable. Patentability may 
also be dependent on the way in which the claims 
are worded. Therefore the European Patent Office 
does not consider the subject matter of use claims 
relating to the medical use of a compound to be 
industrially applicable. However, claims relating 
to a known compound, for a first medical use, will 
be accepted, as will claims relating to the use of 
such a compound for producing a drug with a view to 
a novel medical treatment. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application N . 

PCT/IB99/00862 



IV. Lack of unity of invention 



1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 
I | restricted the claims. 
PCI paid additional fees. 
| | paid additional fees under protest. 
| | neither restricted nor paid additional fees. 

□ This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1, 
not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I | complied with. 

|^ not complied with for the following reasons: 
see separate sheet 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 



fiCll all parts. 

I | the parts relating to claims Nos. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) ____ 

Continuation of: IV. 

1. The problem which the present application aims to 
solve is that of providing a pharmaceutical, 
hygiene and/or cosmetic composition designed, in 
particular, to inhibit degranulation of mast cells. 
The use of a composition containing sea water and a 
basic amino acid, or one of the salts or esters 
thereof, or a plant and/or animal extract, or plant 
plankton containing same is proposed as a solution 
to. the problem, -- 

2. CH-A-500711 (Dl) describes the use of a composition 
containing sea water and a seaweed meal (containing 
the active elements of the seaweed, in particular, 
amino acids) in the preparation of cosmetic 
compositions. The document CA Vol. 130, AN=24219 
(D2) describes the use of sea water and carnitine 
in the preparation of a bath composition. 

3. The idea of using these compositions for skincare 
and for maintaining skin metabolism is already 
known from the prior art. The common technical 
feature linking the first and second inventions is 
the use of sea water, while the common technical 
feature linking the first and third inventions is 
the use of a basic amino acid. 

4. There is no common technical feature linking the 
second and third inventions. In the present 
application, there are no other technical features 
which could be considered to be a M special 
technical feature" establishing a technical 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: IV. 

relationship between the different inventions 
claimed. As a result, the present invention does 
not fulfil the requirement of unity of invention. 
The separate inventions do not form a single 
general inventive concept and are identified in 
terms of the different subjects mentioned below. 
Each invention mentioned is a separate invention, 
characterised by its own special technical feature 
which determines a contribution of each of the 
claimed inventions, taken as an entity, over the 
prior art. 



5. The three inventions are as follows: 



1. Claims 1-19: 

A pharmaceutical, hygiene and /or cosmetic 
composition containing sea water and a basic amino 
acid and the use of such a composition. 

2. Claim 20: 

The use of a composition containing sea water. 



3. Claim 21: 

The use of a composition containing a basic amino 
acid. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-21 



1-19 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 
Dl: CH-A-500 711 

D2: STN, Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, 
Fichier Chemical Abstracts, Vol. 130, AN: 242149 
D3: FR-A-2 741 535 

D4: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN, Vol. 010, No. 120 

(C-343), 30 April 1997 
D5: FR-A-2 242 971 



2. 



3. 



4 . 



Document Dl describes the use of a composition 
containing sea water and a seaweed meal (containing 
the active elements of the seaweed, in particular, 
amino acids) in the preparation of cosmetic 
compositions. Dl is thus prejudicial to the novelty 
of Claim 1 (PCT Article 33(2)). 

D2 describes the use of sea water and carnitine in 
the preparation of a bath composition. D2 therefore 
anticipates the subject matter of the present Claim 
1 (PCT Article 33 (2) ) . 

Example 1 of D3 relates to a preparation for 
treating the throat containing, inter alia, sea 
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water and a liquorice extract. Said preparations 
are designed to prevent or treat buccopharyngeal 
inflammation or infections (D3, page 1, lines 6-7). 
D3 is thus prejudicial to the novelty of independent 
Claims 1 and 18 (PCT Article 33(2)). 

5. Dependent Claims 2-17 and 19 do not contain any 
technical features which are novel and inventive 
over Dl to D3 (PCT Article 33(2) and (3)). Said 
dependent claims would only be acceptable if they 
referred back to independent claims which fulfil the 
requirements of the PCT. 

6. D4 describes the use of a basic amino acid as an 
anti-inflammatory agent. 

7. D5 discloses the anti-inflammatory effects of 
compositions containing sea water (D5, the claims; 
page 4, lines 9-11). 

8. In their current formulation, Claims 20 and 21 are 
not novel over D4 or D5 for the following reasons: 
said Claims 20 and 21 are drafted in terms of a 
"second therapeutic use" where the aim (to inhibit 
mast cell activation) is considered in the standard 
manner. However, in the present case, this aim, 
since it is preceded by the expression "in 
particular", relates only to a preferred embodiment 
of the subject matter claimed. As a result, Claims 

20 and 21, construed in the broadest terms, relate 
only to the use of sea water or a basic amino acid 
with a view to producing a pharmaceutical 
composition, which is also disclosed in D4 or D5. 
It follows that the subject matter of Claims 20 and 

21 does not fulfil the requirements of PCT Article 
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33(2)). 

9. With respect to a preferred subject matter of Claims 
20 and 21 (that is, where the expression "in 
particular" is deleted after the word "designed"), 
it should be noted that none of the documents cited 
in the search report mentions the properties of sea 
water or the basic amino acids, as defined in the 
present Claims 20 and 21, that is, the inhibition of 
mast cell activation or basophil degranulation . 
Moreover, such effects are not rendered obvious by 
the available prior art. It follows that the 
version of Claims 20 and 21 directed to the 
preferred subject matter would fulfil the 
requirements of PCT Article 33(2) and 33(3). 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
description neither indicates the relevant prior art 
disclosed in documents Dl to D3, nor cites these 
documents . 
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□ les parties relatives aux revendications n 05 . 



V. Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
duplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaut§ Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-21 

Activity inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-19 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Concernant le point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility d'application industrielle 

1 . L'utilisation telle que revendiquee aux revendications 20 et 21 concerne Inhibition 
de I'activation des mastocytes ou de la degranulation des basophiles. L'autorite 
charge avec Pexamen preliminaire international est d'opinion que des telles 
inhibitions impliquent automatiquement un effet therapeutique, en consequence, 
une utilisation purement cosmetique qui constitue une alternative dans lesdites 
revendications n'est pas possible. Uautorite charge avec I'examen preliminaire 
international ne conteste pas que le traitement revendique comprend certains 
aspects cosmetiques, mais il paraTt que lesdits aspects cosmetiques sont 
inseparables des effets therapeutiques. En consequence, un traitement purement 
cosmetique ne semble pas possible dans le present cas. Done, les conditions de 
I'article 6 PCT ne sont pas remplies. Les revendications 20 et 21 ne sont pas 
examinees dans la mesure ou elles ont trait a une utilisation cosmetique. 

2. Quant a l'utilisation therapeutique, il y a lieu de noter le suivant: II n'existe pas de 
critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si les revendications 
20 et 21 sont susceptibles d'application industrielle. La brevetabilite peut aussi 
dependre de la maniere dont les revendications ont ete formulees. Ainsi, I'Office 
europeen des brevets ne considere pas comme susceptible d'application 
industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un compose a des fins 
medicales. Parcontre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un 
compose connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales ainsi que des 
revendications relatives a l'utilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un 
medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 



Concernant le point IV 
Absence d'unite de invention 

3. Le probleme a resoudre par la presente demande consiste a fournir une 

composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique destinee notamment a 
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inhiber la degranulation des mastocytes. ^utilisation d'une composition contenant 
de I'eau de mer et un aminoacide basique ou I'un de ses sels ou esters, ou un 
extrait vegetal et/ou animal, ou du phytoplancton en contenant a ete propose 
comme solution du probleme. 

4. Le document CH-A-50071 1 (D1) decrit I'utilisation d'une composition contenant de 
Peau de mer et une poudre d'algues (contenant les elements actifs de I'algue 
notamment des aminoacides) dans la preparation de compositions cosmetiques. 
Le document CA vol. 130, AN=24219 (D2) decrit I'utilisation d'eau de mer et de 
carnitine dans la preparation d'une composition pour le bain. 

5. L'idee d'utiliser ces compositions pour le soin de la peau et le maintient du 
metabolisme de la peau est deja connue dans I'etat de la technique. L'element 
technique commun entre la premiere invention et la deuxieme invention est 
I'utilisation de I'eau de mer, celui entre la premiere invention et la troisieme 
invention est I'utilisation d'un aminoacide basique. 

6. II n'y a pas d'element technique commun entre la deuxieme invention et la 
troisieme invention. Dans la presente demande il n'y a pas d'autre element 
technique pouvant etre considere comme 'element technique particulier 1 
etablissant une relation technique entre les differentes inventions revendiquees. 
Par consequent, la presente demande ne satisfait pas a I'exigence d'unite 
d'invention. Les differentes inventions ne torment pas une seul concept inventif 
general, et sont identifies comme les differents sujets sus-mentionnes. Chaque 
invention mentionnee est une invention distincte, caracterisee par son propre 
element technique particulier, qui determine une contribution de chacune des 
inventions revendiquees, consideree comme un tout, par rapport a I'etat de la 
technique. 

7. Les trois inventions sont les suivantes: 
1. Revendications 1-19: 

Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique contenant de I'eau de 
mer et un aminoacide basique et utilisation d'une telle composition. 
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2. Revendication 20: 

Utilisation d'une composition contenant de I'eau de mer. 

3. Revendication 21: 

Utilisation d'une composition contenant un aminoacide basique. 
Concernant le point V 

Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventiv 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

8. II est fait reference aux documents suivants: 
D1 =CH-A-500 711 

D2 = STN, Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, Fichier Chemical 

Abstracts, vol. 130, AN = 242149 
D3 = FR-A-2 741 535 

D4 = PATENT ABSTRACTS OF JAPAN, vol. 010, no. 120 (C-343), 30 Avril 1997 
D5 = FR-A-2 242 971 

9. Le document D1 decrit I'utilisation d'une composition contenant de I'eau de mer et 
une poudre d'algues (contenant les elements actifs de I'algue notamment des 
aminoacides) dans la preparation de compositions cosmetiques. En 
consequence, D1 detruit la nouveaute de la revendication 1 (article 33(2) PCT). 

10. D2 decrit ['utilisation d'eau de mer et de carnitine dans la preparation d'une 
composition pour le bain. Done, D2 anticipe I'objet de la presente revendication 1 
(article 33(2) PCT). 

1 1 . L'exemple 1 de D3 concerne une preparation pour la gorge contenant de I'eau de 
mer et un extrait de reglisse, entre autres. Lesdites preparations sont destinees a 
la prevention ou le traitement inflammatoires ou infectieuses de la sphere bucco- 
pharyngee (D3: p. 1,1- 6-7). Par consequent, D3 detruit la nouveaute des 
revendications independantes 1 et 19 (article 33(2) PCT). 
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12. Les revendications dependantes 2-17 et 19 ne contiennent pas des 
caracteristiques techniques nouvelles et inventives (article 33(2) et (3) PCT) par 
rapport a D1 a D3. Les dites revendications dependantes ne seraient acceptables 
qu'en relation avec des revendications independantes qui remplissent les 
conditions du PCT. 

13. D4 decrit I'utilisation d'un aminoacide basique en tant qu'agent anti-inflammatoire. 

14. D5 divulgue les effets anti-inflammatoires des compositions contenant de I'eau de 
mer (D5: revendications; p. 4, I. 9-11). 

15. Les revendications 20 et 21 dans leur version actuelle ne sont pas nouvelles 
par rapport a D4 ou D5 pour les raisons suivantes: lesdites revendications 20 et 
21 sont redigees dans le format 'deuxieme utilisation therapeutique', ou le but 
(inhiber I'activation des mastocytes) est pris en consideration normalement. Dans 
le cas present, pourtant, ce but ne conceme qu'une realisation preferee de I'objet 
revendique, vu qu'il est precede par 'notamment'. En consequence, les 
revendications 20 et 21, dans leur version la plus generate, ne concement que 
I'utilisation de I'eau de mer ou d'un aminoacide basique en vue de la realisation 
d'une composition pharmaceutique, ce qui est aussi divulgue dans D4 ou D5. En 
consequence, I'objet des revendications 20 et 21 ne remplit pas les conditions de 
Particle 33(2) PCT. 

16. En ce qui concerne I'objet prefere des revendications 20 et 21 (c-a-d. des 
revendications ou le mot 'notamment' apres destinee est supprime), il y a lieu de 
noter qu'aucun des documents cites au rapport de recherche ne mentionne les 
proprietes de I'eau de mer ou des aminoacides basiques tels que definies aux 
presentes revendications 20 et 21, a savoir I'inhibition de I'activation des 
mastocytes ou de la degranulation des basophiles. En outre, de tels effets ne sont 
pas rendus evidents par Petat de la technique disponible. Par consequent, les 
versions preferees des revendications 20 et 21 rempliraient les conditions des 
articles 33(2) et 33(3) PCT). 
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Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande Internationale 

17. Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 a D3 et 
ne cite pas ces documents. 
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^Cooperation en matiere drirevets 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(articJ 1 8 et regies 43 et 44 du PCT) 




Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BJ III 


POUR SUITE vo * r ' a notification de transmission du rapport da recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ct-apres 

A DONNER 


Demande intern at ionale n° 

PCT/ IB 99/ 00862 


Date du depot international (jour/mois/armee) 

12/05/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann6e) 

14/05/1998 


Deposant 

SEPHRA S.A.R.L. et al . 



Le present rapport de recherche Internationale, etabli par ('administration charge© de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant conformement a I' article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend g feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de cheque document relatif a Tstat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerns la langue, fa recherche Internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposes, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| [ la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a ('administration. 

b. En ce qui conceme les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le oas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
re mis ufterieurement a 1'administration, sous forme ecrite. 
re mis ulterieurement a 1'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presents par ecrit et foumi ulterieurement no vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par orcfinateur sont identiques a oelles 
du listage des sequences presents par ecrit, a ete foumie. 



2. 
3. 



| | II a ete estlme que certaines re vend I cations ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| X | II y a absence d'unite de rinvention (voir le cadre II). 

En ce qui conceme le tltre, 

| | le texts est approuve tel qull a ete remis par le deposant. 
[X] Le texts a ets etabli par 1'administration et a la teneur suivante: 

COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES ET/OU COSMETIQUES CONTENANT DE L'EAU DE MER 



En ce qui conceme Tabrege, 

|^| le texts est approuve tel qull a ete remis par le deposant 

I — I le texte (reprodurt dans le cadre III) a ete etabli par fadministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant P® 11 *^ 

I | presenter des observations a 1'administration dans un deJai d un mois a compter de la date cTexpeohion du present rapport 

de recherche internationale. 
La figure des dessins a publier avec 1'abrege est la Figure n° 1. 



I I suggeree par le deposant. 0 Aucune des figures 

}=j 1 — n'est a pubtor. 

I X | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure car act arise mieux rinvention. 
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Cadr I Observati ns - lorsqu'il a et ' estim ' qu certaines revendlcation he pouvaient pas faire I'objet d'une rech rche 
(suite du point 1 d la premier feuill ) 



Conformemerrt a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait fobjet cfune recherche pour les motifs suivants: 

1 . I Les revendications n 03 

se rapportent a un objet a regard duquel ('administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a s avoir: 



2. | 1 Les revendications n°* 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rempltssent pas suffisammerrt les conditions present es pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. | | Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees oonformement aux dispositions de la deuxteme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unrte de invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration charge© de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 

1. Revendications 1-19 

2. Revendlcation 20 

3. Revendlcation 21 



i. 



□ Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
intemationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



Comme toutes les recherches port ant sur les revendcations qui sV pretaient ont pu etre effectueea sans effort particulii 
justifiant une taxe additionnelle, ^administration n'a sollicite le paiemerrt d'aueune taxe de cette nature. 



3. 



□ Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a oavoir 



rapport < 
lea revendications n °* 



4. nn Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, »® present rapport 

1 * de recherche intemationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revencScabons; eue est 

couverte par les revendications n °* 

1-19 



Remarque quant & la reserve 



| | Les taxes adcttkmneiles etaient accompagnees cfune reserve de la part du deposan 
j [ Le paiement des taxes additionnelles n'etart assorti cTaucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 



Sujets: 

1. Oui. Revendications 1-19: Composition pharmaceutlque, hygienlque et/ou 

cosmetlque contenant de I'eau de mer et un 
aminoadde baslque et utilisation d'une telle 
composition. 

2. Non. Revendlcatlon 20 : Utilisation d'une composition contenant de 

1 'eau de mer. 



3. Non. Revendlcatlon 21 : Utilisation d'une composition contenant un 

aminoadde baslque. 



RAPPORT DE 



R0, 



ERCHE INTERNATIONALE 



mande Internationale No 

PCT/IB 99/00862 



A.-CLASSEUENT DE L'OBJET DE LA DE MANDE 



CIB 6 A61K7/48 



A61K35/08 



Seton la classification Internationale des brevets (CIB) ouata fata selon ta classification nation ate et la CtB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mtntmale comuftee {system© de classification survi des symboles de dassemem) 

CIB 6 A61K 



Documentation consuftee autre que la documentation mini male dans la mesure oil ces documents relevent des domain es sur tesqueb a porte la recherche 



Base de donnees electronique consuftee au cours de la recherche intemationate (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utitses) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 
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examen preliminaire international (precise/) : 

voir feuille separee 

la description, les revendications ou les dessins (en indiquerles elements ci-dessous), ou les revendications 
n 05 20, 21 en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(pr&ciser) : 

voir feuille separee 

□ les revendications, ou les revendications n 05 en question, ne se fondent pas de fa$on adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas §te §tabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n 03 en question. 
IV. Absence d'unite de invention 
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revendications ou k payer des taxes additionnelles. 

3. L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
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□ il est satisfait k I'exigence d'unite de I'invention. 
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voir feuille separee 
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international lors de la formulation du present rapport : 

H toutes les parties de la demande. 
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(57) Abstract 

The invention concerns the field of therapeutic chemistry and more particularly pharmaceutics, hygiene and/or cosmetology. The 
invention concerns a pharmaceutical, hygienic and/or cosmetic composition in particular for inhibiting degranulation of mastocytes, 
characterised in that it contains sea water and a basic amino acid or one of its salts or esters, or a plant and/or animal extract containing 
same, combined with an inert, non-toxic vehicle or excipient suited for the application intended. The invention also concerns the use of 
sea water on its own, or the basic amino acid on its own, to produce a pharmaceutical, hygienic and/or cosmetic composition in particular 
for inhibiting the activation of mastocytes, in particular degranulation. 



(57) Abrege 

La presente invention se rapporte au domaine de la chimie thdrapeutique et plus particulierement a celui de la pharmacie, de Thygiene 
et/ou de la cosmfitologie. La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosm&ique destinee 
notamment a inhiber la degranulation des mastocytes caracterisee en ce qu'elle contient de l'eau de mer et un aminoacide basique ou Tun 
de ses sels ou esters, ou un extrait vegetal et/ou animal en contenant, en association ou en melange avec un vghicule ou un excipient inerte, 
non toxique, approprif pour rappUcation envisagec. Elle a encore pour objet rutilisation de l'eau de mer seule, ou, de Paminoacide basique 
seul, en vue de la realisation d'une composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmitique destinee notamment a inhiber Tactivation 
des mastocytes, en particulier la degranulation. 
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COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES, HYGIENIQUES ET/OU COSMETIQUES 
CONTENANT DE L'EAU DE MER ET LEURS UTILISATIONS 

La presente invention se rapporte au domaine de la dumie therapeutique et plus 
5 particular ement a cehri de la pharmacie, de Fhygiene et/ou de la cosmetologie. 

La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique, hygjenique et/ou 
cosmetique contenant de l'eau de mer et un aminoacide basique ou un de ses sels ou un de ses 
esters. Les principaux aminoacides basiques sont Targinine, la lyane, la citrulline ou rornithine. 

10 

Les compositions pharmaceutiques, hygieniques et/ou cosmetiques conformes a Pinvention 
presentent une action inhibitrice de 1' activation des mastocytes induite par des neuropeptides. 
En particulier, les compositions selon Finvention presentent une action inhibitrice sur la 
degranulation des mastocytes induite par la substance P. En consequence, ces compositions 
15 manifestent des effets anti-inflammatoires et/ou anti-allergiques et peuvent etre utilisees pour 
prevenir et/ou traiter des affections Iiees a une liberation d'histamine. 

La peau et les muqueuses sont le siege degressions multiples auxquelles elles repondent par 
une reaction inflammatoire. Ainsi, les stimuli nociceptife (temperature, stimuli mecaniques, 

20 irritants chimiques, aUergenes, UV...) provoquent la liberation de neuromediators, en 
particulier de la substance P. Ces substances sont capables d'induire une reaction inflammatoire 
qui est alors dite « neurogene ». II est important de noter que rinflammation neurogene est en 
fait une composante de toute inflammation quelle qu'en soit la cause (Ratzlaff et al, 1992, J. 
NeuroimmunoL 41:89-96). Par consequent toute substance capable d'interferer avec les effets 

23 de la substance P est susceptible d'avoir un effet anti-inflammatoire, anti-allergique, 
insensibilisant et antalgique. 

Les neurokinines constituent une famille de peptides qui sont liberes par les nerfs sensitifs. 
Cette famille comprend la substance P, les neurokinines A et B. Les neurokinines ainsi que le 
CGRP (calcitonin gene related peptide) et le VIP (vasoactive intestinal peptide) sont des 
30 mediateurs du systeme nerveux peripherique NANC (non adrenergique, non cholinergique). 
Tous ces peptides peuvent etre liberes par les fibres nerveuses sensitives (fibres C) qui 
innervent la peau. Ce sont principalement des mediateurs inflammatoires. Liberes dans la peau, 
les neurokinines, et notamment la bradykinine, induisent demangeaisons, rougeurs, oedeme... 
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Ces symptomes sont lies en grande partie a la liberation d'histamine par la substance P a partir 
des mastocytes cutanes. 

La substance P a un effet stimulant sur la proliferation des lymphocytes, la synthese 
d'immunoglobulines, la degranulation des mastocytes, la phagocytose des macrophages, le 
5 chimiotactisme et la liberation de mediateurs par les neutrophils. La substance P est done un 
facteur tres important de rinflammation neurogene. L'injection intradenrrique de substance P 
chez Fhomme ou 1' animal (souris, cobaye) provoque un erytheme en quelques minutes. Au 
point d'injection, F&ude histologique revele une augmentation importante du nombre de 
neutrophiles et d' eosinophils intra- et perivasculaires. Le mecanisme de cette accumulation de 

10 cellules inflammatories dans la peau semble impliquer deux voies (Smith et al, 1993, J. 
ImmunoL 151:3274-3282). D'une part, la substance P induit la degranulation des mastocytes 
cutanes provoquant ainsi la liberation de mediateurs de rinflammation tels que Fhistamine et 
des mediateurs chimiotactiques pour les polynucleaires (LTB4, Paf-acether). D'autre part, la 
substance P augmente r expression de molecules d'adhesion par les cellules endothelials 

15 microvasculaires du derme, et induit la liberation de cytokines pro-inflammatoires par les 
mastocytes. Une grande paitie des effets inflammatories de la substance P au niveau de la peau 
sont done lies a la degranulation des mastocytes cutanes (mastocytes de type sereux). Des 
etudes histologiques et ultrastructurales ont montre que les fibres C etaient en contact etroit 
avec les mastocytes cutanes. Les liberations de substance P et d'histamine s'amplifient done 

20 mutuellement dans une boucle d'auto-entretien. 

Selon la presente invention, le demandeur a decouveit, de fa<;on surprenante, que Teau de mer 
prise isolement, ainsi que 1'aminoacide basique pris isolement, presentent chacun une action 
inhibitrice de Pactivation des mastocytes induite par des neuropeptides, et, en particuHer une 

25 action inhibitrice sur la degranulation des mastocytes induite par la substance P. En 
consequence, Peau de mer, tout comme 1'aminoacide basique, sont des inhibiteurs de la 
liberation d'histamine induite par la substance P. De plus, le demandeur a decouvert, d'une 
maniere tout a fait inattendue que 1'association de ces deux constituants manifeste un effet 
synergique net sur rinhibition de Tactivation des mastocytes induite par des neuropeptides, et, 

30 en particulier sur rinhibition de la degranulation des mastocytes induite par la substance P. 

Ainsi, les compositions conformes a ['invention, et notamment celles contenant 1'association 
eau de mer-aminoacide basique constituent, grace a leur action inhibitrice sur la liberation 



WO 99/58095 PCT/I B99/00862 

3 

d'histamine, un progres technique important pour le traitement des manifestations aflergiques 
et/ou inflammatoires. 

En eflfet, Taflergie et Pinflammation (notamment cutanee), posent encore aujourd'hui de 
nombreux problemes aux therapeutes qui ne disposent que d'un nombre Iimite de substances 
5 actives. En outre, certaines de ces substances, comme par exemple les corticoides, peuvent 
presenter des effets secondaires souvent penahsants (atrophies, vieillissement de la peau, 
infections mycotiques ou bacteriennes etc.). 

La presente invention a phis p articulierement pour objet une composition phannaceutique, 
10 hygienique et/ou cosmetique destinee notamment a inhiber la degranulation des mastocytes 
caracterisee en ce qu'elle contient de Peau de mer et un aminoacide basique ou Tun de ses sels 
ou esters, ou un extrait vegetal et/ou animal en contenant, en association ou en melange avec 
un vehicule ou un excipient inerte, non toxique, approprie pour P application envisagee. 

15 Elle a aussi pour objet Putilisation de Peau de mer en vue de la realisation d'une composition 
phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique destinee notamment a inhiber Pactivation des 
mastocytes, en particulier la degranulation. 

Elle a encore pour objet ^utilisation d'un aminoacide basique, et notamment de Parginine ou 
20 de Pun de ses sels ou esters, ou d'un extrait vegetal et/ou animal en contenant, en vue de la 
realisation d'une composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique destinee 
notamment a inhiber P activation des mastocytes, en particulier la degranulation. 

Les aminoacides basiques ont de nombreuses proprietes pharmacologiques. Le principal 
25 representant est Parginine, qui est un acide amine naturel a reste guanidine. D est, sous Pefifet 
de la NO- synthase, a I'origine de la formation du monoxyde d'azote. La L-arginine est connue 
pour ses proprietes bioenergetiques et antiastheniques, comme stimulant la biosynthese de 
Phormone de croissance, contre la senescence du cristallin, ainsi que pour hitter contre 
Phyperammoniemie et ses consequences. 
30 Selon Pinvention, Parginine utilisee peut etre d'origine naturelle ou synthetique. 

Un exemple d'extrait vegetal et/ou animal contenant un aminoacide basique est un extrait 
d'algue, un extrait de boue marine, thermale ou lacustre, un extrait de bacterie. Ces extraits 
vegetaux et/ou animaux proviennent notamment de peloides. Ainsi, des compositions 
contenant de Peau de mer associee par exemple a des extraits de boues marines, sont, dans la 



WO 99/58095 PCT/IB99/00862 

4 

mesure ou ces extraits contiennent un aminoacide basique, notamment de Targinine, conformes 
a Tinvention. 

L'arginine, quand elle est obtenue par voie naturefle, est sous forme levogyre (L-arginine). 
L'arginine utilisee de preference dans la presente invention, est la L-arginine. 
5 L'arginine pent egalement etre obtenue par voie synthetique, sous forme racemique. On 
pourra, selon Tinvention, utiliser la DL-arginine ou bien encore utiliser de la D-arginine. 
L'arginine peut etre utilisee so it sous forme libre, soit sous forme de Tim de ses sels ou de ses 
esters pharmaceutiquement et/ou cosmetiquement acceptables. Parmi les sels d'arginine, on 
pourra citer le mono- ou dichlorhydrate, le mono- ou dibromhydrate, le sulfite, le glutamate, le 
10 pidolate ou le chlorhydrate. Parmi les esters on pourra citer Tester methylique ou Tester 
ethylique de ceux-ci 

L'eau de mer utilisee dans la presente invention est prelevee notamment dans des mers ou 
oceans, mais aussi dans des resurgences ou infiltrations ou circule Teau de mer. Elle peut etre 
15 filtree et sterilisee par filtration sterilisante complementaire. 

Les mers et oceans sont par exemple TAtlantique ou la Manche. L'eau de mer est filtree sur un 
filtre assez large afin d'eliminer les particules solides en suspension, et elle est sterilisee par 
passage sur une membrane sterilisante. 

L'eau de mer ainsi filtree et sterilisee peut ensuite, selon les usages envisages, etre amenee a 

20 Tisotonie par dilution ou par desionisation. 

L'eau de mer peut etre desionisee par adsorption selective du sodium et/ou remp la cement du 
sodium par un autre ion metallique comme le calcium ou le magnesium. On peut ainsi renforcer 
la teneur de Teau de mer en sels de calcium et/ou de magnesium tout en diminuant la teneur en 
sels de sodium ou de potassium De la meme &9on on peut modifier la teneur en bromates 

25 et/ou en bromures. 

Dans les compositions conformes a Tinvention, contenant T association eau de mer-aminoacide 
basique, la quantite d'eau de mer represente de 30 % a 99 % du poids total de la composition. 
Plus particulierement, la quantite d'eau de mer represente de 60 % a 95 % du poids total de la 
30 composition. La quantite d'aminoacide basique, dans les compositions contenant Tassociation 
eau de mer-aminoacide, represente de 0,0001 % a 10 % du poids total de la composition. Plus 
particulierement, la quantite d'aminoacide basique represente de 0,0005 % a 2 % du poids 
total de la composition. 
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Cependant, lorsque Feau de mer est utifisee seule, ou, inversement lorsque raminoacide 
basique est utilise seul, en vue de la realisation d'une composition pharmaceutique, dietetique 
et/ou cosmetique destinee notamment a inhiber la degranulation des mastocytes, les 
pourcentages seront differents. 
5 Les modalites donnees ci-dessous se referent plus particulierement a la composition telle que 
definie precedemment, contenant Feau de mer et un aminoacide basique comme Farginine. 
Cependant, ces modalites sont egalement applicables lorsque Feau de mer est utflisee seule, ou, 
inversement lorsque Fanrinoacide basique est utilise seul, en vue de la realisation d'une 
composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique destinee notamment a inhiber la 
10 degranulation des mastocytes. 

On peut, en outre, associer a la composition selon Finvention des agents actifs supplementaires 
destines notamment a la prevention et/ou au traitement d'affections inflammatoires et/ou 
allergiques. Ainsi, la composition est encore caracterisee en ce qu'elle contient au moins tm 
15 agent choisi parmi les agents antibacteriens, antiparasitaires, antifongiques, ant^prurigineux, 
anti-radicaux Kbres, anesthesiques, antiviraux, antipelliculaires, anti-acneiques, des 
antiseborrheiques, des vitamines et/ou des agents cicatrisants, et/ou prevenant ou traitant le 
vieillissement (de la peau, des gencives, ...), les agents tenseurs. 

20 La composition conforme a Finvention peut en outre renfenner un agent de regulation du pK 
Le pH de la composition conforme a l'invention est regie dans une zone s'etendant de 5,5 a 9, 
de preference de 6 a 8. L'agent regulateur du pH est par exemple un tampon comme un 
phosphate de metal alcalin ou un melange de phosphates mono- et di-alcalins. 

25 Les compositions conformes a Tinvention sont particulierement utilisees pour prevenir et/ou 
trailer les affections liees a une liberation de mediateurs de Finflammation et/ou de Fallergie 
tels que rhistamine ou les cytokines. 

Des exemples de telles affections sont notammrait les manifestations allergiques et/ou 
inflammatoires, quelle qu'en sort Forigine et le point duplication, notamment la peau, les 
30 yeux, les bronches et le nez. 

Ainsi, lesdrtes compositions sont destinees notamment a la prevoition et/ou au traitement de 
Furticaire, de Feczema, du psoriasis, des rougeurs ou irritations cutanees, des prurits, des 
dartres, des erythemes (en particulier solaires), des piqures d'insectes, des briilures, des 
conjonctivites allergiques, de Fasthme bronchique allergique ou de F effort, du rhume des foins, 
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des rhinites et tracheites spasmodiques. EUes peuvent aussi etre utilisees en ORL chez les 
aduttes mais aussi chez les nourrissons et les jeunes enfants (decongestion du nez ou lavage des 
muqueuses), lorsque ceux-ci presentent des surinfections phaiyngees, ou sont enrhumes, ou 
encore, lorsque la muqueuse nasale est congestionn6e. Lesdites compositions pouiront encore 
5 etre utilisees pour traker les pathologies veineuses comme par exemple les thrombophlebites, 
les troubles lies a Pinsuffisance veineuse lymphatique (ceflulke, jambes lourdes...)... 
Les compositions conformes a rinvention peuvent egalement etre destinees aux lignes de 
produits hypoallergeniques et/ou pour peaux allergiques, pour les peaux sensibles (initables, 
reactives, intolerantes), pour Pusage bucco-dentaire et pour la cicatrisation des plaies et des 
10 traumatismes. 

Les compositions selon Pinvention trouvent aussi un emploi dans la prevention ou le traitement 
du vieillissement cutane. 

Selon la voie d 5 administration et Tusage envisage, la composition pharmaceutique, hygienique 
15 et/ou cosmetique se presentera sous une des quelconques formes galeniques normalement 
utilisees. La composition pourra se presoiter sous forme solide ou liquide ou lyophilisee. La 
forme solide sera par exemple en comprimes, en capsules, en gelules, en pilules, en creme, en 
gel, en pommade, en emulsion solide. La forme liquide sera par exemple une solution, un 
solute, une suspension, un collyre, un serum, une lotion, un lait, une emulsion huile dans Peau 
20 ou eau dans Fhuile. On pourra administrer les compositions selon Pinvention sous forme de 
patches. 

La voie d'administration envisagee pourra etre la voie cutan6e, orale, percutanee, parenteral, 
nasale, oculaire, buccale, gingivale, bronchique, vaginale, rectale... De meme, les excipients 
utilises sont ceux qui sont normalement appropries selon la voie d'administration et Pusage 
25 envisage. 

La composition selon Pinvention est de preference destinee a etre appliquee sur la peau (sur 
toute zone cutanee du corps) et les muqueuses, en particulier nasales ou oculaires. 
Ainsi, pour une application a visee therapeutique concernant les yeux, les compositions de 
30 Pinvention peuvent se presenter sous forme de collyre, de pommade ou de solution de lavage 
oculaire. 

Parmi les aminoacides basiques de Pinvention, on pourra citer plus particulierement : 
- ceux a fonction guanidine, comme Parginine, Phomoarginine ; 
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- ceux a foncrion amine, comme la lysine, Pacide diaminopimelique ou Pacide 
diaminovalerique ; 

- ceux a fonction ammonium quaternaire, comme la carnitine, l'homarine ; 

- ceux substitues par un methyle, comme Pa-methyl m. tyrosine ou Pacide N-methylaspartique ; 
5 - ceux substitues par un groupement carboxamide, comme l'ornithine ; 

- ceux substitues par un groupe cyano : 

- ceux substitues par un groupe methylamino, comme la sarcosme ; 

- ceux substitues par un groupe phosphonique. 

10 PARTTE EXPERIMENT ALE 

Etude de Paction de Peau de mer seule, de Parginine seule. et de la composition contenant a la 
fois Peau de mer et Parginine sur la liberation d'histamine. 

I) Modele in vitro 

15 On etudie ici les effets inhibiteurs de Peau de mer seule, de Parginine seule, et, de Peau de mer 
supplementee en arginine, sur Pinflammation neurogene. Aina, on etudie in vitro, si Peau de 
mer supplementee en arginine inhibe la degranulation des mastocytes peritoneaux de rat induite 
par la substance P, et, si ladite eau de mer supplementee en L- arginine presente un effet 
synergique net par rapport a chacun des deux constituants pris isolement. 

20 Les mastocytes peritoneaux de rat sont considered en pharmacologie comme un modele des 
mastocytes cutanes humains. 

a) Introduction 

25 n existe deux sous-populations mastocytaires distinctes : les mastocytes « muqueux » (appeles 
autrefois atypiques) presents classiquement dans les muqueuses, et, les mastocytes sereux (ou 
« mastocytes du tissu conjonctif») presents dans la peau et la cavite peritoneale. Ces deux 
sous-classes sont distinctes par leur localisation tissulaire, leurs proprietes histologiques, 
immunologiques et fonctionnelles. Les mastocytes de la cavite peritoneale de rat sont un 

30 modele pharmacologique classique des mastocytes cutanes humains. 

L'activation des mastocytes peut non seulement faire intervenir la stimulation de leurs 
recepteurs ^ecifiques des IgE mais egalement leur reactivite a differents peptides. Ainsi, la 
voie d'activation peptidergique des mastocytes consritue la seconde voie deactivation 
physiologique de ces cellules, a cote de la voie dependante des IgE (voie autigenique). 
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b) Protocole experimental 

Les mastocytes peritoneaux de rat sont obtenus par lavage apres injection d'une solution de 
Tyrode. Les mastocytes represented 8 a 10 % des cellules peritoneales composees egalement 
5 de macrophages, lymphocytes et monocytes. Les mastocytes sont purifies sur un coussin de 
metrizamide a 22,5 % puis remis en suspension dans une solution de Tyrode. 
Composition de la solution de Tyrode (en mM) : 
-NaCl : 137 
-KC1:2,6 
10 - glucose : 5,6 

- HEPES : 4,2 
-CaCl 2 :0,3 

- Serum albumine bovine : 0,25 % 

15 Les mastocytes sont preincubes (5 min; 37° C au bain-marie) avec un temoin (le tampon 
Tyrode), avec differentes concentrations d'eau de mer seule, d'arginine seule, ou d'eau de mer 
supplementee en arginine, dans le tampon Tyrode. 

Les mastocytes sont ensuite stimules par la substance P (5 min; 37° C). De Pacide perchlorique 
(0,4N final) est ajoute sur les culots et les surnageants cellulaires puis rhistamine est mesuree 
20 par une methode spectrofluorimetrique. 

c) Resultats 

Les resultats sont donnes dans le tableau 1 ci-dessous : 
25 Tableau 1 : 



Pourcentage 
d 'histamine liberee 


Arginine OmM 


Arginine ImM 


Arginine 3mM 


0% eau de mer 


55 + 8 


38±6 


19±4 


3% eau de mer 


35±7 


22±5 


6±3 


10% eau de mer 


6±t 


2±1 


1 ±1 


20% eau de mer 


1±0 


1 ±0 


1±0 
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La colonne 1 du tableau 1 represente les resultats obtenus avec respectivement le temoin, Le 
0% eau de mer, 100% solution Tyrode, une concentration d'eau de mjer a 3 % + 97% solution 
Tyrode, une concentration d'eau de mer a 10 % + 90% solution Tyrode, et, une concentration 
d'eau de mer a 20 % + 80% solution Tyrode. La colonne 2 represente les resultats obtenus 
5 avec respectivement les memes concentrations (eau de mer/solution Tyrode) que dans la 
colonne 1 avec en plus de Pargmine a une concentration de ImM. De meme, la colonne 3 
represente les resultats obtenus avec respectivement les memes concentrations (eau de 
mer/solution Tyrode) que dans la colonne 1, avec en phis de 1'argmine a une concentration de 
3mM 

0 

Les resultats du tableau 1 sont exprimes en pourcentages de liberation d'histamine ± S.E.M. 
n = 6 experiences 

Le tableau I est represente par la figure 1. 



15 



Les symboles □ , E%%l ,f||i , ■ , de la figure 1 represented : 

□ 0 % eau de mer (100% Solution Tyrode) (supplemente eventuellement en I^argjnine) 
3 % eau de mer ( 97 % Solution Tyrode) (") 
HI 10 % eau de mer (90% Solution Tyrode) (") 
■ 20 % eau de mer (80% Solution Tyrode) (") 



20 

Le pourcentage de liberation d'histamine induite par la stimulation peptidergique est de 
55 ± 8 %. En presence d'eau de mer seule, la liberation d'histamine diminue plus ou moins 
fortement en fonction de la concentration d'eau de mer dans la preparation. Ainsi, pour une 
concentration d'eau de mer de 3% dans la preparation, la liberation d'histamine est de 
25 35 ± 7 % ; pour une concentration d'eau de mer de 10%, la liberation d'histamine est de 
6 ± 1 % et, en presence d'une concentration d'eau de mer de 20%, la liberation d'histamine 
n'est plus que de 1 ± 0 %. 

Ainsi, meme en presence d'un pourcentage faible d'eau de mer (3%), on peut deja noter une 
inhibition de la degranulation mastocytaire. L'inhibition de la liberation d'histamine est 
30 d'autant plus importante que la concentration en eau de mer est elevee. 



De meme, en presence d'arginine seule, la liberation d'histamine diminue egalement. Ainsi, en 
presence d'arginine seule a une concentration de 1 mM, la liberation d'histamine est de 
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38 ± 6 %, et, en presence d'arginine seule a 3 mM, la liberation d'histamine n'est plus que de 
19 ±4%. 

Ainsi, le traitement des mastocytes par Peau de mer seule, ou, par Parginine seule, induit une 
5 inhibition dose-dependante de la degranulation des mastocytes induite par la substance P. 

Le traitement des mastocytes par la composition selon Pinvention, contenant de Peau de mer et 
un aminoacide basique comme Pargmine, potentialise Pinhibition de la liberation d'histamine 
par rapport a celle observee lorsque les cellules sont incubees uniquement en presence d'eau de 
10 mer ou d'arginine. 

d) Conclusion 

Les effets inhibiteurs de Peau de mer et d'un aminoacide basique comme Parginine se 
potentialisent mutuellement. On constate experimentalement une efficacke accrue de ladite 
15 association sur Pinhibition de la degranulation des mastocytes par rapport a celle de Peau de 
mer seule ou de Parginine seule. 

Le tableau II ci-apres reprend les resultats precedents foumis au tableau I sur Pinhibition de la 
liberation d'histamine par Peau de mer apres induction par la substance P. 

20 

Ces resultats sont completes : 

• par Petude de Pinhibition de la degranulation des basophiles humains provoquee par un 
serum anti IgE ; 

• par Petude de la degranulation des mastocytes intraperitoneaux de rats apres induction par 
25 le VIP ; Peffet inhibiteur est totalement sous la dependance de la concentration en eau de 

mer ; 

• par Petude de la degranulation des mastocytes peritoneaux de rats induite par le CGRP ; on 
obtient a une concentration de 10 % en eau de mer une inhibition deja tres importante ; 

• par Petude de la degranulation des mastocytes peritoneaux de rats induite par la 
30 bradykinine. L'inhibition de la degranulation est pratiquement totale pour une concentration 

d'eau demera 10 %. 

Tableau 2 
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Resume de ('inhibition de la liberation d'histamine par I'eau de mer 


Mastocytes peritoneaux du rat (SP lOuM) 






n=7 


Moyenne 


SEM 


SP 


55,5 % 


6,7 to 


SP + EM3 % 


*» A *1 ft/ 

34,7 % 


6,2 % 


SP + EM 10 % 


A. Q 0/ 
0,5 7b 


1 < 0/ 

1,J TO 


SP + EM 20 % 


1/10/ 

1,4 % 


1,J To 








Basophiles humains (anti-IgE 1/1000) 






n=3 


Moyenne 




a-IgE 


52 % 


n o/ 
9 To 


a-IgE + eau de mer 3 % 


26 % 




a-IgE + eau de mer 10 % 


1*7 0/ 
1 / TO 


1 0/ 

Z /o 


a-IgE + eau de mer 20 % 


10 TO 


1 0/ 

1 To 








Mastocytes peritoneaux de rats (VIP 3|iM) 






n=4 


Moyenne 


SEM 


VIP 


61 To 


1 0/ 
J TO 


VIP + eau de mer 3 % 


A A 0/ 

44 To 


0/ 


VIP + eau de mer 10 % 


U A/ 

14 To 


1 o/ 
3 To 


VLr -r eau ae mer zu to 


/f 0/ 
*f /O 


z /o 








Mastocytes peritoneaux de rats (CGRP 30iiM) 


exp 1 




n=l 






CGRP 


79% 




CGRP + 10 % eau de mer 


44% 










Mastocytes peritoneaux de rats (Bradykinine 30(iM) 


exp 1 




n=l 






Bradykinine 


67% 




Bradykinine + 10 % eau de mer 


7% 





SP : substance P 
EM : eau de mer 
5 VIP : Vasoactive Intestinal Peptide 



ID Modele in vivo 

10 1. Effet de la composition contenant rassociation eau de mer-argdnine sur un modele in vivo 
d'extravasement cutane . 
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a^ Introduction 

L'injection sous cutanee de substance P chez le rat ou le cobaye produit une inflammation de la 
peau du dos se traduisant par une vasodilatation cutanee et un extravasement des proteines 
5 plasmatiques. Ce modele d'inflammation neurogene pennet de tester des substances a visee 
anti-aUergiques et/ou anti-inflammatoires. L'extravasement plasmatique liee a r inflammation 
neurogenique est mis en evidence par le bleu d'Evans. 

b) Protocole experimental 

10 

Le dos de cobayes (males Hartley, 300 g) est rase et une solution isotonique de bleu Evans est 
injectee dans la veine du penis. Cent |jtl de substance P (0,62^mol) sont dilues dans du serum 
physiologique en presence ou non d'une solution d'eau de mer a 10 % et d'arginine (1 fimol) 
et ont ete inject6s en different s sites sous cutanes. L' extravasement plasmatique est visualise 
IS par le bleuissement des teguments. 

c) Resuhats 

Les resultats sont illustres par le tableau 3. Les croix symbolisent Fintensite du bleuissement 
des teguments. 

20 

Tableau 3 : 



Stimulus 


Intensite de la reaction coloree 


Substance P(SP) 


-H-+ 


SP + eau de mer 10% 


4-4- 


SP + eau de mer 10% + arginine 


+ 



d) Conclusion 

25 

L'eau de mer seule a 10 % diminue T extravasement induit par la substance P. Cet effet est 
potentiaKse par P arginine. 
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2. Essai « in vivo » 

Evaluation de Peffet anti-mflarnmatoire sur Prnfl flTrnnarinn neurogenique induite par la 
stimulation electrique de la veine saphene chez le rat . 

5 a) Principe 

Tout effet anti-inflammatoire neurogenique eventuel de Peau de mer enrichie en arginine sur 
rinflammation neurogenique induite par stimulation electrique de la veine saphene a ete evalue 
chez le rat anesthesie. Le test consiste a induire mie inflammation neurogenique par stimulation 
10 de la veine saphene, ce nerf innervant la zone cutanee de la patte arriere. Sa stimulation induit 
la liberation, a partir des terminaisons nerveuses, de neuromediateurs responsables de 
rinflammation neurogenique tels que la substance P ou le CGRP. L'inflammation 
neurogenique est appreciee par la mesure de Pextravasement du Bleu Evans qui survient au 
cours des processus inflammatoires. 

15 

b) Methode ex perimentale 

Des rats Wistar males d'un poids moyen de 250 g ont ete loges dans des cages de dimensions 
standard sous air conditionne. 
20 Les animaux ont ete repartis en quatre lots : 

• le groupe 1 est un lot temoin recevant de Peau bidistillee ; 

• le groupe 2 est un lot temoin pour la methode qui re9oit une substance temoin (Spantide II) 
qui est un antagonize de la substance P a la dose de 30 nmol/animal ; 

• et le groupe 3 est un lot qui re9oit Peau de mer enrichie avec un aminoacide basique. 

25 

La veille de Pessai (jour 4) les animaux ont ete traites avec de la guanethidine (20 mg/Kg s.c. a 
la dose de 1 mg/Kg pour eviter toute interaction avec les catecholamines. 

Le jour de Pessai (jour 5), les animaux ont re?u selon le plan de randomisation le produit prevu 
30 puis ils ont ete anesthesies avec du pentobarbital (60 mg/Kg IP a la dose de 1 mg/Kg). Environ 
15 minutes apres la fin du traitement, une solution a 2,5 % de bleu Evans dans le serum 
physiologique a ete inject ee par la voie intraveineuse (1 mg/Kg). Immediatement apres, la veine 
saphene de la patte arriere droite a ete stimuli (15v, 2Hz, lmS) pendant 15 minutes. 
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T .' inflamma tion neurogenique induhe par la stimulation electrique de la veine saphene a ete 
appreciee par la quantite de Bleu Evans extravase. L'oedeme a ete egalement evalue par la 
difference de poids des echantfllons cutanes de la patte arriere gauche (non stimulee) et droite 
(stimulee). 

5 Les resuhats obtenus sont rassembles dans le tableau 4 ci-apres. Le pourcentage de variation 
est calcule en relation avec le groupe temoin qui ne re9oit que de Teau bidistillee. 



Tableau 4 



TRAITEMENT 


Bleu Evans extravase 
(^ig/site) 


ObDhMb. 
(mg) 




Med. 




8.13 


46.50 


Eau bidistillee 


MinL 




4.61 


-3.00 




MaxL 




16.68 


69.40 




N 




8 


8 




Med. 




1.57 


5.20 




Mini 




-0.19 


-38.10 


SPANTIDE H 


MaxL 




2.97 


27.80 


30 nmoles 


N 




8 


8 




P 




** 


* 




% 




-81 


-89 




Med. 




4.77 


25.45 




Mini. 




0.80 


-5.80 


Eau de mer 


MaxL 




7.97 


49.60 


+ arginine 


N 




8 


8 




P 






NS 




% 




-41 


-45 



NS : PX),05 

10 

c) Conclusion 

En conclusion, Teau de mer enrichie en arginine provoque une inhibition de 1' inflamma tion 
neurogenique induite par la stimulation electrique de la veine saphene. Cet effet est 
statistiquement significatif et represente une diminution de 41 % de Textravasement cutane du 
15 Bleu Evans. 

La composition selon l'invention amine egalement un effet important sur l'oedeme. 
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n est possible d'ajouter aux compositions selon Finvention un ou phxsieurs principes actifc 
supplementaires qui renforcent Pefficacke des compositions preced eminent decrites. On pourra 
ainsi adjoindre un agent antibacterien comme la povidone iodee ou un sel de chlorhexidine ou 
d'hexanridine, un agent antiparasitaire comme ie niclosamide, la pelletierine, la quinacrine, le 

5 chlorure de pyrvinium ou le chlorure d'embonhim, un agent antifongique comme le cyclopirox 
sel d'olamine, le cotrimazole ou le fenticonazole, un antipiurigmeux comme le camphre, le 
menthol, le phenol ou le salicylate de sodium ou le carbonate de bismuth, des agents 
antiradicaux libres comme Facide ascorbique, Fascoibate de sodium, le tocopherol ou la N- 
acetylcysteine, des anesthesiques comme la butacame, la stovaihe, la novocanie ou la marcaiae, 

10 des agents anti-viraux comme la iododesoxyuridine, la lamivudine, F acyclovir ou la 
didesoxyadenosine, des agents antipelliculaires comme la pyrithione zincique ou romadine 
antique, des produits antiacneiques comme I'acide carotenoique, Facide retinoique, le 
retinaldehyde ou le peroxyde de benzoyle, des agents antisebonheiques comme le resorcinol, 
des produits cicatrisants comme le dextranomere ou Facide hyaluronique, des vitamines du 

15 groupe de la Vitamine B (Vitamine B u Vitanrine B 2 , Vitamine Vitamine PP, Vitamine Bi 2 ), 
du groupe de la Vitamine A, du groupe de la Vitamine E et les substances du groupe de la 
Vitamine D depourvues d'effet antirachitique. 

On entend par agent cicatrisant du groupe des hydrocolloides toute substance minerale ou 
20 organique susceptible de former un gel au contact de la peau ou des muqueuses et apte a 
incorporer la preparation selon Finvention. 

Les compositions selon Finvention sont destinees a la voie orale notamment sous forme de 
comprimes ou de gelules apres adsorption sur un support inerte, a la voie gingrvale sous forme 
25 de dentifrice ou d'eau dentifrice, a la voie vaginale, a la voie ophtalmique sous forme de 
collyres, a la voie auriculaire sous forme de gouttes auriculaires. 

L'eau de mer peut assurement etre utilisee seule. L' addition d'un aminoacide basique, et 
notamment de Farginine, renforce sensiblement les effets de Feau de mer. 
30 Ueau de mer en effet agh sur les mastocytes et sur les basophiles pour inhiber leur 
degranulation. Elle inhibe les effets du VIP, du CGRP, de la Bradykinine. 
Esx outre, Feau de mer seule inhibe la production de PGE 2 (prostaglandine E 2 ) secretee par des 
keratinocytes humains. 

Les exemples de formulation suivants illustrent Finvention, ils ne la limit ent m aucune &9on. 
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EXEMPLE I 

CoDvre 

- Eau de mer purifiee, sterilisee, desodee et isotonique 90 % 
5 - Arginine 2 % 

- Sulfate de dextranne 1 % 

- Eau distiHee, conservateur qsp 



10 EXEMPLE n 

Emulsion adoucissante pour peaux sensibles 

- Eau de mer purifiee, sterilisee, d6sodee et isotonique 9 1 % 

- Arginine 2 % 
1 5 - Emulsion cosmetique pour peaux sensibles q.s.p. 

(alcools gras, alcools gras polyoxyeth>4enes, huile min&ale, 

palnritate d'isopropjie, glycerine, g^lifiant, conservateurs, parfums, eau) 



20 EXEMPLE m 

Composition pour la voie orale 



- Eau de mer purifiee, sterilisee 450 g 

- Chlorhydrate de lysine 14 g 
25 - Hydroxyethylcellulose 7 g 

- Carbonate de calcium 36 g 

- Silicate de magnesium 5 g 

- Bentonite 40 g 



30 On adsorbe Teau de mer purifiee sur le melange bentonite + hydroxyethylcellulose pour obtenir 
une masse pulverulente que Ton granule puis broye. On ajoute alors le chlorhydrate de lysine 
puis le carbonate de calcium et finalement le silicate de magnesium. 
La masse totale est finalement comprimee en 1000 comprimes d'un poids moyen de 0,520 g. 
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EXEMPLE IV 

Composition pour la voie orale 



- Eau de mer purifiee, sterilisee 173 g 
5 - Pidolate d'arginine commercialis6e 60 g 

sous la marque Argidone ® (Societe PC IB) 

- Polyvinyfcyrolidone (Kollidon K90) 17 g 

- Polyethylene glycol 4000 120 g 

- Carbonate de calcium 120 g 
10 - Talc 10 g 



L'eau de mer et le pidolate d'arginine sont adsorbes sur le polyethyleneglycol 4000. Le 
melange pateux en resultant est dilue avec la polyviny^iyrolidone, puis avec le carbonate de 
calcium. La poudre ainsi obtenue est additionnee du Talc et comprimee en comprimes d'un 
15 poids moyen de 6,500 g. 
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REVINDICATIONS 

1. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique caracterisee en ce qu'elle 
contient de Teau de mer et un aminoacide basique ou Tun de ses sels ou esters, ou un 

5 extrait vegetal et/ou animal, ou du phytoplancton en contenant, en association ou en 
melange avec un vehicule ou un excipient inert e, non toxique, approprie pour F application 
envisagee. 

2. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon la revendication 1, 
10 caracterisee en ce que P aminoacide basique porte un substituant guanidine, amine, amine 

substitue, un amnonhim quatemaire, un methyle, un groupe carboxamide, un group e cyano, 
un groupe phosphonique ou hydrazide. 

3. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon la revendication 1 ou la 
15 revendication 2, caracterisee en ce que 1' extrait vegetal et/ou animal contenant T aminoacide 

basique est un extrait d'algue, un extrait de boue marine, thermale et/ou lacustre, un extrait 
de bacterie, un extrait de plancton. 

4. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Tune quelconque des 
20 revendications 1 a 3, caracterisee en ce que T aminoacide basique est sous forme de Tun de 

ses sels ou esters tels que le mono- ou le dichlorhydrate, le mono- ou le dibromhydrate, le 
sulfate, le glutamate, le pidolate, Tester methylique ou Tester ethylique. 

5. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon la revindications 1, 
25 caracterisee en ce que T aminoacide basique est Targinine. 

6. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon la revendication 5, dans 
laquelle Targinine est sous forme de pidolate. 

30 7. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que Teau de mer est prelevee dans les mers, dans les 
oceans ou dans les infiltrations ou les resurgences, qu'elle est filtree et qu'elle est sterifisee 
par filtration sterilisante complementaire. 
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8. Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon la revendication 7, 
caracterisee en ce que Feau de mer, fikree et sterilisee, est amenee a Pisotonie par dilution 
ou par desionisation. 

5 9. Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce que la quantite d'eau de mer represente de 30% a 
99% du poids total de la composition. 

10. Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon la revendication 9, 
10 caracterisee en ce que la quantite d'eau de mer represente de 60% a 95% du poids total de 
la composition. 

1 l.Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Time quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee en ce que la quantite d'aminoacide basique represente de 
15 0,0001% a 10% du poids total de la composition. 

12. Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que la quantite d'aminoacide basique represente de 0,0005% a 2% du 
poids total de la composition. 

20 

13. Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee en ce qu'elle contient en outre un agent choisi panni ies 
agents antibacteriens, les antiparaskaires, les antifongiques, les antiprurigineux, les anti- 
radicaux libres, les anesthesiques, les agents antrviraux, les agents antipelliculaires, les 

25 produits anti-acneiques, les agents antiseborrheiques, les produits cicatrisants sous forme 
d'hydrocolloides et les agents vitaminiques. 

14. Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Time quelconque des 
revendications 1 a 13, caracterisee en ce qu'elle renferme en outre un agent de regulation du 

30 ptt 

15. Composition phannaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 13, caracterisee en ce que le pH est regie dans une zone s'&endant de 5,5 
a 9. 
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16. Composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique selon Tune des revendications 
1 a 12 a laquelle on associe un aminoglycanne, un polysaccharide ou un polymere 
polysaccharidique. 

5 

17. Compositions phannaceutiques, hygieniques et/ou cosmetiques selon Tune des 
revendications 1 a 16 caracterisee en ce qu'elles se presentent sous Tune des formes 
appropriees pour 1' administration par voie orale, par voie topique, par voie gingivale, par 
voie vaginale, par voie auriculaire et/ou par voie ophtalnrique. 

10 

18. Utilisation d'une composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 17, pour la 
realisation d'un medicament apte a prevenir et/ou traiter les affections liees a une liberation 
de mediateurs de Inflammation et/ou de Fallergie tels que i'histamine ou les cytokines. 

15 19. Utilisation d'une composition selon la revendication 18, pour realiser un medicament apte a 
prevenir et/ou traiter les manifestations allergiques et/ou inflammatoires, notamment au 
niveau de la peau, des yeux, des bronches et du nez. 

20. Utilisation de Peau de mer en vue de la realisation d'une composition pharmaceutique, 
20 hygienique et/ou cosmetique destinee notamment a inhiber Pactivation des mastocytes 

notamment induite par la substance P ou par le VIP ou par le CGRP ou par la bradykinine, 
et/ou a inhiber la degranulation des basophiles. 

21. Utilisation d'un aminoacide basique ou de Tun de ses sels ou esters, et notamment de 
25 l'arginine ou d'un extrait vegetal et/ou animal en contenant, en vue de la realisation d'une 

composition pharmaceutique, hygienique et/ou cosmetique destinee notamment k inhiber 
1' activation des mastocytes. 



WO 99/58095 



PCT/IB99/00862 



1/1 



Figure 1 
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